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技术 方法 


肺癌 肿瘤 标志 物 伸 经 元 特异 性 入 醇化 酶 抗原 适 配 子 的 科 选 及 其 


应 用 
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摘要 :目的 提出 一 种 基于 适 配 子 快速 检测 肺癌 肿瘤 标志 物 的 方法 。 方 法 利用 指数 级 富 集 配 体 的 系统 进化 技术 筛选 其 高 特异 
性 适 配 子 ,通过 流 式 细胞 术 检 测 亲 和 力 ,最 终 选 出 一 条 高 亲和力 ` 强 特异 性 的 适 配 子 。 枸 橡 酸 钠 还 原 法 制备 纳米 金 颗 粒 。 建 立 
基于 免 标记 纳米 金 和 适 配 子 的 分 析 方 法 ,并 对 其 方法 进行 考察 。 结 果 通过 6 轮 筛选 得 到 三 条 NSE 的 高 特异 性 ` 强 亲和力 的 适 
配子 ,其 中 ,a 适 配子 特异 性 最 高 。 同 时 利用 筛选 得 到 的 肺癌 肿瘤 标志 物 a 适 配子 和 纳米 金 颗粒 建立 一 种 快速 检测 NSE 抗 原 的 
方法 。 结 论 该 方法 具有 较 好 的 准确 度 , 为 肺癌 的 早期 检测 提供 了 一 种 新 的 手段 。 

关键 词 : 神经 元 特异 性 烯 醇化 酶 抗原 ; 适 配 子 ; 纳 米 金 ;肺癌 ;肿瘤 标志 物 


An aptamer-based analytical method for rapid detection of lung cancer tumor markers 
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Abstract: Objective To explore a new aptamer-based rapid detection method for lung cancer tumor markers. Methods Highly 
specific adaptive were screened by using systematic evolution of ligands (SELEX) and affinity were detected by flow cytometry. 
So as to choose a high affinity and high specificity of aptamer. Gold nanoparticles were prepared through sodium citrate 
reduction. The method based on label-free analysis of gold nanoparticles and aptamers were established, with methodological 
investigation. Results High specificity and strong affinity of 3 NSE were obtained through 6 rounds of screening, with highest 
specificity of a. A rapid method for the detection of NSE antigen were established through the selection of tumor markers of 
lung cancer and gold nanopatrticles. Conclusion The method has a good accuracy for the early detection of lung cancer 


provides a new means. 
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肺癌 是 目前 世界 范围 内 致死 率 最 高 的 恶性 肿瘤 之 
一 ,严重 威胁 着 人 类 的 生命 健康 。 大 部 分 患者 就 诊 时 已 
经 是 肺 疤 中 晚期 ,从 而 导致 失去 了 最 佳 的 治疗 时 机 。 肺 
癌 患 者 的 5 年 生存 率 极 低 , 仅 有 5%~10%"。 因 此 ,早期 
诊断 对 提高 肺癌 病人 生存 率 尤 为 关键 。 目 前 临床 上 采 
用 肺 瘤 血 清 肿瘤 标志 物 联合 检测 的 诊断 手段 ,提高 了 肺 
癌 诊 断 的 准确 性 灵敏度”。 目 前 ,常见 的 肺癌 血清 肿瘤 
标志 物 有 :神经 元 特异 性 烯 醇化 酶 (NSE)\ 癌 胚 抗原 、 细 
胞 角 蛋 白 19 片 段 等 5”。 其 中 NSE 已 经 证 明 可 以 作为 肺 
癌 早 期 检测 的 判断 指标 。 

适 配 子 是 一 种 具有 高 亲和力 \ 强 特异 性 的 识别 对 标 
的 单 链 DNA 或 RNA”, 与 蛋白 质 结合 的 适 配 子 因 其 单 
链 核 酸 的 碱 基 序列 多 样 性 及 结构 多 样 性 ,可 通过 形成 发 
卡 ` 葵 环 .G- 四 链 体 等 二 级 /三 级 结构 与 蛋白 质 靶 标的 空 
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间 结 构 匹 配 ,形成 与 壮 分 子 高 亲和力 和 强 特异 性 结合 。 
其 具有 优 于 传统 抗体 的 诸多 优点 ,例如 :作用 的 靶 分 子 
范围 广泛 ,无 免疫 原 性 ,稳定 性 好 ,易于 修饰 等 ,因而 可 
以 代替 抗体 应 用 于 临床 检测 和 治疗 “”。 因 此 选用 NSE 
抗原 作为 靶 标 分 子 , 主 要 依赖 于 传统 的 SELEX 技 术 , 本 
实验 采取 的 消减 SELEX 技 术 是 一 种 改良 后 的 SELEX 
技术 ,主要 原理 为 SELEX 筛选 时 去 除 与 非特 异性 靶 标 
分 子 结合 的 寞 核 背 酸 序 列 , 然 后 将 消减 后 的 朝 核 并 酸 序 
列 与 目标 靶 分 子 结合 进行 正 得 。 筛 选 得 到 高 特异 性 强 
亲和力 的 NSE 抗 原 适 配子 ,利用 该 适 配 子 和 纳米 金 颗 
粒 建立 了 一 种 快速 检测 肺癌 肿瘤 标志 物 NSE 抗 原 的 方 
法 。 为 肺癌 的 早期 诊断 提供 一 种 新 的 检测 方法 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

ssSDNA 文库 : 5-GCAATGGTACGGTACTTCC- 
N30-CAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA-3'"， 上 游 
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引物 :5-GCAATGGTACGGTACTTCC-3', 下游 引物 : 
5'-CAAAAGTGCACGCTACTTTGCTAA-3', 带 生物 素 
的 下 游 引物 :Bio-5-CAAAAGTGCACGCTACTTT- 
GCTAA-3',ssDNA 文 库 和 引物 由 英 骏 生物 技术 有 限 公 
司 合成 。 

试剂 :NSE 抗 原 (2 mg/mL),NSE 抗 体 (2 mg/mL) 
购 自 Sigma, 人 磁 珠 、 链 考 亲 和 素 磁 珠 购 自 Promega, 实 时 
定量 PCR 试剂 盒 购 自 TOYOBO,PBS 购 自 上 海 生 工 。 
其 他 试剂 均 为 进口 分 装 或 国产 分 析 纯 。 
1.2 NSE 抗 原 适 配子 的 筛选 
1.2.1 NSE 抗原 与 磁 珠 结合 将 1x10' 磁 珠 , 加 入 0.1 
mol 屿 碳 二 亚 胺 EDC,0.1 molL N-N- 产 基 琥珀 酰 亚 腕 
NHS 各 1 mL ,室温 下 活化 30 min。PBS 洗 3 遍 ,将 活化 
好 的 磁 珠 平均 分 成 两 份 , 分 别 标记 为 “+”、“-”, 将 1 hL 
NSE 抗 原 与 标记 有 “+” 的 磁 珠 混合 ,37 震荡 2 h,PBS 
洗 3 遍 ,4 MC 保存 备用 。1 nL NSE 抗 体 与 标记 有 “-” 的 磁 
珠 混合 ,与 NSE 抗 原 方法 一 致 。 
1.2.2 NSE 抗原 适 配子 筛选 取 100 pmol 的 ssDNA 文 
库 , 用 PBS 稀释 到 1 mL, 充 分 混 匀 ,95 % 、10 min 及 
4% 10 min。 将 预 处 理 好 的 SSDNA 文 库 与 NSE 抗 体 - 
磁 珠 复合 物 孵 育 ,37 CC 震荡 1 nh, 分 离 磁 珠 ,回收 上 清 ,将 
上 清 与 NSE 抗 原 - 磁 珠 复 合 物 孵 育 ,37 %C 震 荡 1 h。PBS 
洗 磁 珠 , 加 入 200 虑 纯 水 ,95 % 加 热 5 min, 回 收 上 清 。 
1.2.3 RTPCR 扩 增 富 集 取 180 pL RTPCR 反 应 体系 
各 加 入 1 pL 上 游 引 物 和 带 生 物 素 的 下 游 引 物 , 加 入 
18 kL ssDNA 模 板 10 pL, 充 分 混 匀 ,20 HL 管 分 装 ,进行 
RT-PCR 扩 增 , 扩 增 到 S 型 曲线 最 高 点 停止 扩 增 。 
1.2.4 ssSDNA 次 级 库 的 制备 将 RT-PCR 扩 增产 物 与 偶 
联 链 考 亲 和 素 磁 珠 ,37 % ,孵育 45 min, 在 碱 性 条 件 下 
变性 得 到 ssDNA ,用 于 下 一 步 的 筛选 。 
1.2.5 RT-PCR 实时 检测 利 选 进程 将 每 轮 筛 选 得 到 的 
次 级 ssDNA 文库 与 NSE 抗 原 - 磁 珠 复合 物 ,37 孵育 
30 min,PBS 洗 涤 3 遍 ,RTPCR 检 测 特异 性 NSE 抗 原 ss- 
DNA 富 集 的 变化 。 
1.2.6 克隆 与 测序 将 第 6 轮 寅 集 的 SSDNA 次 级 文库 用 
不 带 和 后 物 素 的 引物 扩 增 成 dsDNA。 将 1 nL PCR 扩 增 
产物 与 1uLT 载 体 混 匀 ,37 % 反 应 5 min。 将 连接 后 
的 产物 与 50 pL Trans-T 感 受 态 细胞 充分 混 匀 , 冰 浴 
30 min。42 % 热 激 30 s, 立 即 置 于 冰 上 2 min。 取 200 
| 由 菌 液 涂 板 , 培 养 12 hp。 挑 取 边 缘 光 滑 的 白色 单 克隆 
至 0.5 mL 含 氨 末 和 卡 纳 考 素 的 培养 基 中 ,过 夜 培 养 。 
挑选 阳性 克隆 团 , 送 公司 测序 。 
1.2.7 NSE 抗 原 适 配子 的 亲和力 检测 10 pL NSE 抗 原 
包 被 微 孔 板 ,4 CC 过 夜 。 将 标记 有 FITC 的 适 配 子 a\bc 
稀释 为 不 同 的 浓度 ,分 别 加 入 到 NSE 抗 原 包 被 的 96 孔 
板 中 ,37 % ,孵育 1 h。 洗 去 不 能 结合 NSE 抗 原 的 非特 
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异性 SSDNA, 欧 光 仪 测 测定 其 荧光 值 ,激发 波长 460 nm 
发 射 波长 520 nm 。 同 时 每 组 设置 平行 实验 。 与 NSE 
抗原 结合 的 特异 性 的 ssDNA 的 量 可 以 通过 测定 荧光 值 
的 大 小 ,同时 参考 其 标准 曲线 来 获得 ,根据 计算 得 到 的 
NSE 抗 原 ssDNA 的 量 进行 非 线性 回归 ,分析 得 到 NSE 
抗原 适 配 子 的 解 离 常数 (K) 值 。 
1.2.8 适 配 子 与 肺癌 血清 特异 性 结合 检测 取 1x10' 磁 
珠 ,平均 分 成 两 份 ,分 别 标记 为 "+”“-”,200 pL 肺癌 血清 
与 标记 有 “+” 的 磁 珠 混合 ,200 kL 正常 人 血清 与 标记 有 
“-” 的 磁 珠 混合 ,37 震荡 1h,PBS 洗 3 遍 ,在 “+”、“-” 
中 分 别 加 入 FITC 标 记 的 a 适 配子 100 pL, 室 温 振荡 
30 min,PBS 洗 3 遍 。 用 流 式 细胞 术 分 析 磁 珠 表面 的 葡 
光 强 度 。 
1.2.9 NSE 抗 原 适 配子 二 级 结构 的 分 析 模 拟 使 用 
DNAMAN 软 件 ,分 析 模 拟 NSE 抗 原 适 配子 的 二 级 结构 。 
1.3 快速 检测 肺癌 肿瘤 标志 物 NSE 纳米 金 - 适 配子 检测 
体系 的 建立 

纳米 金 颗粒 是 用 氧 金 酸 的 柠檬 酸 还 原 法 制 得 ”。 
将 NSE 抗 原 适 配子 用 PBS 稀释 成 0.1 mmoyL, 向 酶 标 
板 中 各 加 入 50 kL 的 适 配 子 溶液 ,然后 加 入 不 同 浓度 的 
NSE 抗 原 ,37 % 孵 育 30 min, 加 入 50 LL 的 纳米 金 颗粒 
溶液 ,37 ,孵育 30 min, 再 加 入 50 mmol/L 的 NaCl 溶 
液 混 匀 ,进行 光谱 分 析 , 绘 制 得 到 对 应 的 纳米 金 - 适 配 子 检 
测 体系 的 标准 曲线 。 取 浓度 为 1600.200.12.5 nmolL 的 
溶液 用 上 述 方法 分 别 测定 ,一 次 实验 中 每 个 浓度 分 别 设 
置 3 份 重复 ,并 设置 不 含 NSE 抗 原 的 空白 对 照 。 按 照 上 
述 方法 分 别 检测 A700 和 A520, 计 算出 A700/A520 的 
数值 ,最 后 以 A700/A520 的 均值 与 3 倍 标准 差 的 和 代入 
相应 的 标准 曲线 计算 出 浓度 , 即 可 得 到 检 出 限 ""”。 


2 结果 
2.1 筛选 窜 集 过 程 

经 过 6 轮 SELEX 筛 选 富 集 后 (图 1) ,通过 RTPCR 
检测 ,在 第 4 轮 时 ,检测 到 与 NSE 抗 原 - 磁 珠 复合 物 结 
合 的 ssDNA 明显 地 比 与 NSE 抗 体 - 磁 珠 复合 物 结合 的 
ssSDNA 多 ,说 明 与 NSE 抗 原 结合 的 适 配 子 已 经 富 集 ， 
直到 第 6 轮 筛选 , 适 配 体 富 集 已 经 达到 饱和 。 


随机 单 链 DNA 文 库 结合 
r 一 一 机 
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2.2 NSE 抗原 适 配 子 测序 结果 
第 6 轮 筛 选 得 到 的 SSDNA 文 库 , 经 纯化 .连接 .转化 


表 1 适 配 子 测序 序列 


到 Trans-T 感 受 态 细胞 中 ,培养 获得 单 克 隆 菌落 。 经 测 
序 获得 3 条 适 配 子 序列 ( 表 1)。 


序列 号 大 小 (bp) 序列 Ka( mmol/L) 
a 30 CGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGG 21+8 
b 29 CAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGC 30+5 
C 30 TAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC 33+4 
2.3 适 配 子 与 NSE 抗 原 结合 的 特异 性 考察 256 | 肺癌 血清 
对 ab.c 三 个 适 配 子 进行 亲和力 检测 ,结果 如 图 2 和 
所 示 ,在 一 定 的 范围 内 ,测定 的 荧光 值 与 三 条 适 配 子 的 
浓度 呈正 比 关 系 ,这 也 说 明 筛选 得 到 的 3 条 NSE 抗 原 适 。 sa”| 
配子 都 与 NSE 抗 原 具有 较 高 的 亲和力 。 经 过 计算 ,3 条 。 襄 
适 配 子 的 Ke 值 都 达到 了 纳 摩 尔 级 , 适 配 子 a 与 NSE 抗 原 128]| 
的 亲和力 最 强 。 
160 64 
140 
全 a 00 0 10: 10 10; 
8 10 i 图 4 流 式 细胞 术 检测 a 适 配 子 与 肺癌 血清 、 正 常人 血清 的 结合 
2 60 画 ss i 画 a aptamer 2.6 纳 米 金 颗粒 - 适 配 子 检测 体 系 的 建立 
4 Wo kb aptamer 当 适 配子 的 浓度 在 12.5~600 nmol/L 时 , 适 配 子 浓 
2 人 度 的 对 数 与 A700/A520 呈 负 相 关 , 线 性 方程 是 y=- 
04 


20 40 60 80 100 120 140 
ss DNA(nmol/L) 
图 2 适 配 子 亲和力 检测 结果 


2.4 适 配 子 二 级 结构 预测 

根据 DNAman 软件 分 析 模 拟 适 配子 的 二 级 结构 可 
知 ,筛选 得 到 的 这 3 条 适 配 子 的 二 级 结构 为 蔡 环 和 口袋 
结构 , 环 主要 为 凸 环 和 圆 环 (图 3)。 适 配子 的 特异 性 二 
级 结构 决定 了 其 与 NSE 抗 原 结合 的 方式 。 


于 
加 


Ei Fi 


a 
图 3 适 配 子 二 级 结构 预测 


2.5 _ NSE 抗原 适 配 子 与 肺癌 血清 结合 的 特异 性 考察 

NSE 抗 原 适 配 子 与 肺癌 血清 结合 的 特异 性 考察 结 
果 显 示 ,a 适 配子 与 正常 人 血清 结合 明显 弱 于 与 肺癌 血 
清 的 结合 (图 4)。 


0.542x+1.899, R=0.9896, 其 中 y 表 示 A700/A520,x 表 
示 浓 度 的 对 数 ( 图 5)。 
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14 “四 
© 12 
CN he 
2 1 叫 
[w=] 
忆 0.8 jn 
< ee 
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NSE 抗 原 适 配 体 浓度 (nmol/L) 
图 5 适 配 子 浓度 对 数 与 吸光 值 之 间 的 关系 
3 讨论 


适 配 子 是 一 类 大 小 为 70~80 bp 左右 的 寡 核 苷 酸 分 
子 , 可 以 与 技 标 分 子 高 亲和力 ` 强 特异 性 地 结合 ,在 一 定 
的 情况 下 ,还 可 能 发 挥 某 些 生物 学 效应 。 因 为 适 配 子 具 
有 半分 子 范围 广 、 相 对 分 子 质 量 小 无 免疫 原 性 ,易于 人 
工 合成 .修饰 和 标记 等 优点 , 适 配 子 在 临床 诊断 基础 研 
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究 , 甚 至 在 疾病 治疗 领域 中 都 显现 其 重要 的 应 用 价值 。 
因此 适 配 子 能 够 成 为 最 具 前 景 的 抗体 奉 代 品 。sSSDNA 
文库 可 以 形成 发 夹 ` 假 结 . 凸 环 和 G- 四 分 体 等 空间 结 
构 ,然后 与 靶 分 子 稳定 地 结合 ,通过 筛选 和 富 集 ,最 终 获 
得 高 亲和力 ,高 特异 性 的 究 核 昔 酸 序列 。1990 年 Tuerk 
等 史 最 早 通过 经 典 SELEX 技 术 盘 选 到 噬菌体 T4 DNA 
聚合 酶 的 RNA 适 配子 。Fang 等 5 利用 合成 的 DNA 适 
配子 与 痰 光 滩 灭 方法 可 以 高 通 量 地 检测 和 区 分 体液 中 
不 同 种 类 的 蛋白 质 。NSE 抗 原 是 肺癌 肿瘤 标志 物 之 一 ， 
而 本 研究 则 利用 消减 SELEX 技 术 , 以 磁 珠 为 筛选 介质 ， 
通过 6 轮 快速 筛选 得 到 适 配 子 ,并 利用 该 适 配 子 和 纳米 
金 颗粒 建立 了 一 种 快速 检测 肺癌 肿瘤 标志 物 的 方法 。 
该 实验 过 程 耗 时 不 足 40 min, 同 时 免 去 ELISA 中 的 反 
复 洗 板 过 程 ,成 为 本 研究 最 大 亮点 。 

消减 SELEX 狂 选 是 个 循序 渐进 的 过 程 ,每 轮 旬 选 
效率 的 高 低 决 定 了 筛选 轮 数 的 多 少 。 本 研究 在 前 几 轮 
的 筛选 中 ,投入 较 高 量 的 NSE 抗 原 与 SSDNA 文 库 孵 育 ， 
使 sSDNA 文 库 中 能 与 NSE 抗 原 特异 性 结合 的 SSDNA 
尽 可 能 多 的 保留 。 在 后 续 的 筛选 中 , 当 特 异性 结合 的 
SSDNA 通 过 RT-PCR 扩 增 得 到 富 集 , 随 着 筛选 轮 数 的 增 
加 ,逐渐 减少 NSE 抗 原 的 投入 量 ,从 而 增加 ssDNA 与 
NSE 抗 原 之 间 结 合 的 竞争 力 , 从 而 提高 了 筛选 效率 ,使 
特异 性 结合 的 ssSDNA 人 快速 富 集 。 同 时 为 了 提高 筛选 的 
特异 性 ,增加 了 反 幕 。 通 过 RTPCR 检测 筛选 进程 ,发 
现 第 4 轮 适 配子 已 经 开始 富 集 ,经 过 6 轮 筛选 , 适 配 体 富 
集 已 经 达到 饱和 。 

利用 DNAMAN 软件 分 析 模 拟 适 配子 的 二 级 结构 
显示 ,筛选 得 到 的 适 配 子 结构 主要 以 葵 环 口袋 为 主 ,这 
可 能 是 NSE 抗 原 与 适 配 子 结合 的 结构 基础 。 通 过 测定 
每 个 适 配 子 的 亲 和 0 力 ,结果 显示 a 适 配子 与 NSE 抗 原 
的 亲和力 最 高 ,大 口袋 小 茎 环 结构 的 适 配 子 与 NSE 抗 
原 的 结合 最 紧密 。 

由 于 纳米 金 颗粒 具有 独特 的 生物 化 学 性 质 和 生物 
相 容 性 , 当 适 配子 结合 到 纳米 金 的 表面 ,使 其 表面 带 有 
高 密度 的 负电 蓓 ,这 样 即使 在 高 浓度 的 盐 溶 液 中 纳米 金 
颗粒 仍然 是 保持 分 散 状 态 "。 当 待 测 血 样 中 有 NSE 
抗原 时 , 适 配 子 -NSE 抗 原 复合 物 形 成 , 适 配 子 折 对 形成 
稳定 的 高 级 结构 。 这 样 在 一 定 浓度 的 盐 溶 液 中 ,纳米 金 
聚集 ,溶液 颜色 由 红色 变 为 蓝 色 。 利 用 这 一 反应 原理 ， 
本 研究 设计 出 一 种 能 够 快速 检测 肺癌 肿瘤 标志 物 NSE 
的 方法 ,并 得 到 了 适 配 子 浓 度 对 数 与 吸光 值 之 间 的 关 
系 。 为 肺癌 的 早期 检测 提供 了 一 种 新 的 分 子 生 物 学 方 
法 。 同 时 也 有 利于 进一步 研究 各 适 配 体 与 肺癌 肿瘤 标 
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志 物 NSE 的 亲和力 和 结合 位 点 。 
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